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　　提　要　目的:探讨维拉帕米在光动力学治疗结肠癌中增效作用及机制。方法: 在结肠癌细胞培养的基

础上 ,采用荧光分光光度法、M T T法、荧光探针法等测定维拉帕米增效后癌细胞内游离钙、癌细胞存活率和

细胞内光敏剂含量的变化。结果: 维拉帕米可显著增加癌细胞内光敏剂含量和光动力学疗法 ( PDT )杀伤作

用 ,激光照射后癌细胞存活率与细胞内光敏剂含量呈显著负相关。癌细胞内光敏剂在 8～ 16 h即可达到较高

浓度。加维拉帕米后 ,癌细胞内游离钙降低 ,激光照射后游离钙明显增加 ,与癌细胞损伤程度一致。结论: 维拉

帕米在 PDT治疗大肠癌中具有明显的增效作用 ,胞内游离钙起重要作用。
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　　中图法分类号　 R735. 35

　　恶性肿瘤细胞膜上有一种叫 P-糖蛋白的转铁蛋

白 ( P-glycopro tein, P-g P) [ 1] ,是癌细胞膜多药抗性决

定因子 ,它可把进入癌细胞内的抗癌药泵出到细胞外 ,

维拉帕米 (V erapamil, V er)可与 P-gP特殊位点结合 ,

从而抑制 P-gP功能 ;我们的研究发现 Ver可明显增

强光动力学疗法 ( Pho todynamic therapy , PDT)杀伤

肿瘤作用 ,V er是一种细胞膜上离子慢通道阻滞剂 ,其

增效规律和对细胞内游离钙的影响如何尚不清楚 ,本

研究探讨 PDT中癌细胞内游离钙与光敏剂变化、

PDT杀伤作用规律等 ,为进一步阐述 Ver在 PDT中

增效机制提供参考。

1　材料与方法

1. 1　材料
1. 1. 1　细胞株　　 SW480结肠癌细胞系引自美国凯特林癌症

中心 (由重庆医科大学范维珂提供 )。

1. 1. 2　光敏剂　　 PSD-007(简称 PSD)购自第二军医大学药

物所 ,避光 - 20℃保存。

1. 1. 3　细胞培养有关试剂　　 RPM I1640(美国 Life tech no lo-

gies Inc) , Hepes (德国 ) , L-Glutamine(第二军医大学 ) ,胰蛋白

酶 ( Sigma) ,小牛血清 (西南医院 ) , V er apamil(江苏兴化制药

厂 )。

1. 1. 4　噻唑蓝 ( M TT , Sigma) , M TT 5 mg溶于 0. 01 mol /L

PBS 10 ml,配成 0. 5 mg /ml浓度。

1. 1. 5　荧光探针 Fura-2 /AM (中国科学院上海生理所 ) , T ri-

ton X-100(华美生物公司 )。

1. 1. 6　主要设备　　 RF-540型荧光分光光度计 ( Shimadzu) ,

Mode12300型 CO2孵箱 ( Sheldon mamufacturing , Inc ) , JC-1型

He-Ne激光治疗机 (国营南京电子管厂 ,波长 632. 8 nm ) ,

DG3022 A型酶联免疫检测仪 (国营华东电子管厂 ) , 24孔、 48孔

细胞培养板 ( Co rning New Yo rk)。

1. 2　实验方法
1. 2. 1　 SW480细胞培养方法　　用含青霉素和链霉素分别

100 u /ml; FCS10%的 RPM I1640培养液培养 , 37℃ , 5% CO2、饱

和湿度 ,单层贴壁生长。

1. 2. 2　实验分组　　①空白对照组 ;②单独 Ver组 ;③ PSD

组 ;④ PSD+ Ver组 ;各组 Ver 0. 02μg /ml, PSD 2μg /ml。

1. 2. 3　激光照射　　激光 ( 632. 8 nm )束垂直照射 ,光斑直径 2

cm,功率密度 1. 5 mW /cm2 ,使癌细胞接受能量密度为 1 J/

cm2 [2]。

1. 2. 4　细胞内 PSD含量测定 [3]　　采用 RF-540型荧光分光

光度计 ,激发波长 394 nm,发射波长 610 nm,灵敏度 1,狭缝 3. 3。

1. 2. 5　癌细胞存活率检测　　按 M TT法 [4]采用自动酶联免

疫检测仪测定光密度 Dλ按公式:

细胞存活率 (% ) =
实验组 Dλ值 -空白组 Dλ值
空白对照组 Dλ-空白组 Dλ值

× 100%

计算细胞存活率后分别作出杀伤曲线。

1. 2. 6　癌细胞内游离钙测定　　按荧光探针法 [5] ,先将各样

品制成单细胞悬液 ,浓度为 105～ 107 /ml,加入 Fura-2 / AM ,使

终浓度为 5μmo l / L,常规培养 40 min, D-Hanks液洗 2次 ,再配

成 106个细胞 /ml悬液 ,在 RF-540型荧光分光光度计上测试 ,激

发光栅 10 nm,发射光栅 10 nm ,激发光波长 340 nm,发射光波

长 500 nm。分别测试静息荧光强度 F、最大荧光强度 Fmax (加

入 T riton X-100,使终浓度为 0. 1% ) ,最小荧光强度 Fmin(加入

EGT A,终浓度为 3 mmo l / L, pH8. 7) ,再根据公式计算细胞内

游离钙浓度:

[ Ca2+ ]= Kd
F-Fmin
Fmax-F

( nmo l /L )

Kd为 Fura-2与 Ca2+ 反应解离常数 ,为 224 nmol /L。

1. 2. 7　数据处理　　均用医用统计 S PLM软件包在计算机上

处理。
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2　实验结果

　　各组细胞与含光敏剂的 RPM I1640培养液培养不同时间

后细胞内光敏剂含量 ,浓度为 ng /m l( 1 ml含细胞 2× 106个 ) ,见

图 1。给药 4 h后 , PSD+ V er组各时相细胞内光敏剂量显著高

于 PSD组。PSD+ Ver组和 PSD组癌细胞内光敏剂随时间增

加的变化规律相似 ; 4、 8、 16 h时两实验组内分别比相邻前一时

相显著增加 ( P < 0. 01) , 24 h与 16 h 比增加不明显 ( P >

0. 05) ;空白对照组与Ver对照组差别不明显 ,这里仅选 Ver组。

图 1　给药时间与细胞内 PSD关系曲线

Fig 1　 Time-concentration ralationship curve (n= 8)
|

VER　　　* PSD　　　 0 PSD+ Ver

　　给药时间与 PDT杀伤作用关系: 测试了各组细胞与含

PSD的 RPMI1460作用不同时间后 ,每组在激光照射 8 h后细

胞存活率 ,结果见图 2。结果表明 ,癌细胞与光敏剂作用 8～ 16 h

可达到满意 PDT杀伤效果 ; 16 h与作用 24 h相比细胞存活率

差别不显著 , 8 h与 4 h比、 16 h与 8 h比显著降低 ( P < 0. 01)。

图 2　细胞存活率与给药时间关系曲线
Fig 2　 Time-concentration-ef fect relationship,

measured by MTT assay (n= 8)
| V ER　　　* PSD　　　× PSD+ Ver

　　 Ver在 PDT增效过程中对癌细胞内游离钙浓度的影响见

图 3,细胞内游离钙浓度给药后 16 h , PSD+ Ve r组 ( 108± 10. 4

nmol /L )明显低于 PSD组 ( 124± 8. 2 nmo l /L ) ( P < 0. 01) ;

PDT后 16 h,两组细胞内游离钙明显升高 ,尤以 PSD+ Ver组

升高到460± 70. 4 nmo l /L ,明显高于 PSD组 380±43. 7 nmol / L。

图 3　细胞内游离钙浓度
( 1)对照组　 ( 2)照射前　 ( 3)照射后 16 h

Fig 3　 Intracellular concentration of free Ca# (n= 8)

( 1) contr ol　 ( 2) Befor e irradia tion　 ( 3) After

ir radiation 16 hour s　△: P < 0. 01 vs g r oup

PSD;* : P < 0. 01 vs that befo re irradia tion

3　讨论

　　光动力学疗法已作为治疗胃肠肿瘤有效的方法之

一 ,对早期癌症可达到完全治愈目的。但现有的光敏剂

专一性和选择性不强 ,增加光敏剂在肿瘤细胞或肿瘤

内滞留是增效作用的重要方法之一。已有研究表明癌

细胞具有明显的抗药性 ,其机制主要在于癌细胞膜上

存在一处多药抗性的决定因子 P-g P,它是一种具有

A TPase活性的细胞膜外流泵 ,分子量为 170× 103 u,

它在癌细胞过度表达是多药抗性的机制之一
[7 ]
。P-g P

通过跨膜泵模式促进药物外流而减少细胞内药物浓

度 ,也可能是作为一种“换位酶”增强已进入细胞的药

物外流 ,起到抗药性作用。V er因可抑制 P-gP功能 ,纠

正了癌细胞的抗药性 ,使癌细胞内药物增多。本结果表

明: 加入 Ver实验组癌细胞内光敏剂都显著增多 ,

PDT杀伤作用也显著增强。可见 Ver对光动力学治疗

结肠癌的增效作用是肯定有效的 ,我们采用 Ver剂量

浓度为 0. 02μg /ml,属超低浓度 ,这种剂量 Ver本身对

正常细胞和肿瘤细胞都无明显影响 ,图 2显示单独 V er

对 SW480癌细胞存活率无明显影响。加入 Ver后 4、 8、

16 h癌细胞内光敏剂较相邻前一时相明显增加 ( P <

0. 01) , 24 h与 16 h比有轻微增加 ( P > 0. 05) ;这表

明 , Ver主要在加药后 16 h内增加癌细胞内光敏剂 , 24

h可达到相对“饱和”状态 ;激光照射后 ,细胞存活率曲

线也表明这一特点。Kinsey
[8 ]
报道 ,给光敏剂后 4～ 8 h

照射可达到 PDT良好效果 ,但是否为最佳 ,未见有进

一步研究报道 ,原则是使细胞内光敏剂含量能达到完

全杀死肿细胞所需浓度为准。Chan[6 ]已把 Ver与抗癌

药联合用于治疗神经母细胞瘤 ,比单用抗癌药获得更

满意效果 ,因此在临床 PDT治疗大肠癌过程中 , V er
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可能是一种很有前途的增效剂 ,亦有报道癌细胞的多

药抗性与 P-g P无关
[ 7 ]
,但 Ver可使大肠癌细胞内光

敏剂增加则为我们实验所证实 ,具体机制有待进一步

研究。

　　 Ver是一种钙离子通道阻滞剂 ,它可作用于细胞

膜钙离子门控通道 ,有研究表明 ,它必须通过细胞膜达

到其钙通道的内口受点才起到钙通道阻滞作用。本结

果表明 ,加入 V er后激光照射前癌细胞内游离钙明显

减少 ,此时癌细胞内光敏剂却明显增多 ,可能系 V er

抑制了癌细胞膜上 P-gP的功能 ,使进入癌细胞的光

敏剂被自然排出的能力降低 ;另一原因可能由于癌细

胞膜内外游离钙失衡 ,直接影响到癌细胞膜特异性通

透性 ,导致光敏剂内流 ,癌细胞内光敏剂增多 ,可能存

在光敏剂与 Ca
2+ 的互换。激光照射后 ,癌细胞内游离

钙迅速明显增加 ,其原因可能在于: ①因 PDT首先作

用是质膜系统 ,癌细胞膜上钙通道被蛋白激酶 C激

活 [9 ] ,导致细胞外游离钙大量内流 ;② PDT直接损伤

到癌细胞膜使膜正常功能减低或丧失 , Ver失去作用 ,

膜的通透性增加 ;③因 PDT可损伤内质网、线粒体等

胞内质膜系统 ,可导致胞内内质网钙池、线粒体蓄存游

离钙的释放
[10 ]

;④癌细胞膜外游离钙大量内流 ,胞内

器官游离钙的释放 ,致胞内游离钙超载可激活质膜中

某些游离钙依赖性磷脂酶 ,使质膜降解 ,产生毒性物

质 ;且可能加速 AT P的耗竭等 ,从而反过来进一步加

重癌细胞膜、线粒体膜、内质网膜等的损伤 ,导致恶性

循环。Allaith
[ 5]研究发现光敏剂四硫铝肽氰本身可激

活癌细胞膜上能量和钙依赖性激活和转运途径 ,使细

胞内游离钙增加 ;本结果并不支持这种观点 ,可能与我

们用的光敏剂 PSD不同的结果 ,详细机制不清楚。从

此看来细胞内游离钙变化在 PDT中的作用还非常繁

杂 ,对研究 PDT杀伤癌细胞机制有重要意义 ,有必要

做深入研究。
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Effects of verapamil on intracellular photosensitizer and free calcium in

colon adenocarcinoma cell l ines during photodynamic therapy
 

Chen Zulin, Luo Yunsheng , Tang Jianmin, Liao Xinhua , Shan Zhitang ( Depa rtment of Gene ral Surg er y, Xinqia o

Hospital, Third M ilitar y Medical Univ e rsity , Chongqing , 400037)

　　 Abstract　Objective: To explo re the synergistic ro le and mechanism of v e rapamil in pho todynamic ther a-

py o f colonic neoplasm. Methods: A fter the colon adenocar cinoma cell lines w ere cultured and tr eated with

pho todynamic th erapy added with ve rapamil, the changes of the cell surviv al ra te and contents o f int racellula r

pho to sensitize r and fr ee calcium were determined w ith fluor escence probe, fluor escence spectr ophotometr y

and M TT assay. Results: The content o f the intra cellular pho tosensitizer wa s significantly increased and
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killing pow er o f pho todynamic ther apy enhanced by verapamil ( 0. 02 μg /ml ). The cell surviva l

ra te w as r ever sally co rr ela ted with the content of intr acellular photo sensitizer. After adding verapamil, the

content o f intracellular free calcium w as markedly decr ea ses. It w as significantly incr eased after laser irr adia-

tion, which was consistent with injurious severity o f the cancer cells. Conclusion: V erapamil can play r e-

markable synergistic role in ph otodynamic therapy of colonic adenocarcinoma.

　　 Key words　 f ree calcium; pho todynamic th erapy; colonic neopla sm; v e rapamil

A超与 B超测量眼轴误差的探讨

Discussion on the errors of eye axis determined by A mode and B mode ul-

trasonography

王维光 　曾登芬　　 (第三军医大学附属大坪医院眼科 )重庆 , 400042

　　超声波对活眼解剖结构生物学测定及其准确性已有许多

报告。而眼轴长度测量是计算人工晶体屈光度最重要因素之

一 [1, 2]。惟未见在同一眼 A超生物测量和 B超测量眼轴差异的

详细报告 ,我们对一组白内障人工晶体植入病人采用两种测量

方法对同一眼进行轴长测量 ,探讨提高测量眼轴的精确性。

1　材料与方法

　　本组随机检测白内障后房型人工晶体植入病人 60人 , 60

眼 ,右眼 28眼 ,左眼 32眼 ;其中男性 32人 ,女性 28人 ,年龄最大 84

岁 ,最小 11岁 ,平均 44. 3岁。

　　 60只眼轴长测量手术前进行。采用 HUM PHREY IN-

S TRUM EN TS 837型眼科专用 A /B超声仪 ,探头频率为 10

mHz,灵敏度 80 dB。A超生物测量在表麻下直接接触角膜测

量 ,自动校正 ,显示 5次测量的平均值记录打印 ; B超测量在上

睑涂少许耦合剂 ,将探头垂直放在眼睑上轴位扫描 ,当视神经

与晶体同在一扫描平面时 ,固定图像 ,再以超声尺测得眼球壁

前后轴长 (减去 2 mm眼睑厚度 )。

2　结果

　　 A超生物测量眼轴 60眼 ,最短 20. 53 mm ,最长 32. 79 mm,

平均 24. 61 mm。B超测量眼轴最短 20. 18 mm,最长 30. 68 mm,

平均 25. 10 mm。两组之间平均差值为 0. 49 mm,经统计学处理

( t检验 )均值差异不显著 ( P > 0. 05)。眼轴与性别: A超测量男

性 32眼 ,平均 24. 36 mm,女性 28眼 ,平均 24. 72 mm ,女性比男性

眼轴长多 0. 36 mm; B超测量男性 32眼 ,平均轴长为 25. 05 mm,

女性 28眼 ,平均为 24. 83 mm,男性比女性轴长多 0. 22 mm。

3　讨论

　　影像技术生物测量眼轴方法较多 ,但临床上仍以超声波生

物测量眼轴最常用 ,它具有操作简便、重复性好、无副作用优

点 ,目前已列为白内障人工晶体植入术常规检查。本组 60眼在

同一眼采用 A超与 B超同时测量眼轴 ,结果 A超平均轴长为

24. 62 mm, B超平均轴长为 25. 10 mm,比周文炳等 [3 ]报告

22. 66 mm眼轴偏长 ,这与本组多数病人发生白内障之前存在

屈光不正有关。同时表明 A超与 B超测量眼轴误差小 ,所以在

没有眼科专用 A /B超时 ,全身 B超仪配以 10 mHz专用探头 ,

尽量减少操作误差 ,将眼轴长度测量结果代入 SRKⅡ公式计算

的人工晶体度数是比较准确的。我们认为准确的眼轴测量除了

有先进的仪器之外 ,尽量减少操作上的误差是十分重要的。

HUM PHREY INST RUM ENTS 837型是目前较公认的眼科专

用 A /B超声仪 ,由电脑控制 ,自动校正检测误差 ,当测量每次

误差> 0. 2 m m时 ,不被电脑认可 ,因此减少了操作不当的误

差。为了减少操作上误差 ,我们体会有几点: ①进行 A超生物测

量时 ,双眼应同时滴表麻药 3次 ,使非测量眼保持较稳定的注视

点 ;②同一眼作 A /B超时 ,应先作 A超再作 B超 ,以免耦合剂

粘附角膜表面 ;③尽量使探头声束与眼球的视轴处于同轴状

态 ,从而出现角膜与视网膜波峰高度接近或等高 ,测量的准确

性愈高 ;④若 5次结果数据储仪器自动系统不显示眼轴平均值 ,

需取消重作 ;⑤ B超测量眼轴长度时应同时显示晶体光斑及视

神经 ,否则误差较大 ;⑥无论 A超和 B超测量眼轴 ,操作时切

勿压迫眼球和挤眼是十分重要的。

　　关键词　 A超 ; B超 ;眼轴

　　中图法分类号　 R776

参考文献

1 戴　虹 ,刘向利 .人工晶体术前减少眼轴测量误差的探讨 .中

华眼科杂志 , 1997, 33( 1): 61

2 Francois J, Goes F. U ltrasonog r aphic study o f 100 em-

metr opic eyes. Ophthalmo lo gica, 1977, 175( 4): 321

3 周文炳 ,吴中耀 . 265只正常眼的活体结构超声测定 .中华眼

科杂志 , 1982, 18( 3): 210

(收稿: 1998-04-12;修回: 1998-08-10)

(编辑　汪勤俭 )

384

第 20卷第 5期

1998年 10月
　

第　三　军　医　大　学　学　报

　 ACT A ACADEMIAE MEDICIN AE MIL ITARIS TERTIAE 　
　

Vo l. 20, No. 5

Oct. 1998

 王维光 ,男 , 44岁 ,副教授


